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@> Verfahren zur Bestimmung von Fibrinogen, 



@ Es wird ein Verfahren zur Bestimmung yon Fibrinogen durch enzymatische Umwandlung mit 
Thrombin, Prothrombinfragmenten mit^einer f thrombin like activity" Oder Mischungen daraus und 
anschlieRender Detektion des entstande>ienyFibrins bzw. der Fibrinogenspaltprodukte beschrieben, 
welches dadurch gekennzeichnet ist, daB die enzymatische Umwandlung des Fibrinogens bei einem pH 
im Bereich von 4 bis 7,3 durchgefuhrt wird. 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung von Fibrinogen durch enzymatische Umwandlung mit 
Thrombin, Prothrombinfragmenten mit einer "thrombin like activity" Oder Mischungen daraus und anschlie&en- 
der Detektion des entstandenen Fibrins bzw. der Fibrinogenspaltprodukte. Weiters umfa&t die Erfindung ein 
Reagens zur Bestimmung des Fibrinogengehaltes einer gegebenenfalls unverdunnten und gegebenenfalls 

5 auch heparinhaltigen Plasmaprobe. 

Der Bestimmung von Fibrinogen in Plasma kommt im Rahmen der Untersuchung von Gerinnungsstdrun- 
gen gro&e Bedeutung zu. Zur Bestimmung des Fibrinogens sind sowohl immunologische als auch funktionelle 
Methoden, wie z.B. Gerinnungstests bekannt. Bei den Gerinnungstests wird der Fibrinogengehalt durch Zeit- 
messung der Gerinnselbildung ermittelt. 

10 Eine ubliche Bestimmungsmethode ist von Clauss (Acta Haemat. 17, 237-246, 1957) beschrieben. Oxa- 

latplasma wird in einem Puffer von pH 7,4 verdunnt und eine konzentrierte Thrombinidsung zugesetzt. Im An- 
schluft daran wird die Zeit bis zum Gerinnungsendpunkt bestimmt Die Gerinnungszeit der mit Thrombin unv 
gesetzten Plasmaprobe ist aber nurdann zum Fibrinogengehalt proportional, wenn ein genugend groSer Uber- 
schuR von Thrombin zu Plasma gewahlt wird, urn plasmatische Storfaktoren auszuschalten. Als Storfaktor gilt 

15 Antithrombin III (AT ill), welches vor aliem gemeinsam mit Heparin die Thrombinwirkung effektiv hemmt. He- 
parin ist ein gebrauchliches Antikoaguians und wird als Zusatz bei der Blutabnahme Oder als Therapeutikum 
eingesetzt. Ein Heparingehalt in einer Plasmaprobe kann zu verlangerten Gerinnungszeiten und daher zu ei- 
nem verfalschten Ergebnis fuhren. 

Die Wirkung von Antithrombin III im Plasma wird hier dank der hohen Thrombinkonzentration und dank 

20 der Verdunnung des Plasmas, und dam it dank der Ver ringer ung der Konzentrationen an AT III bzw. Heparin, 
stark verringert. Wenn Plasma nicht verdunnt wird, so ist die Antithrombinwirkung um ein Vielfaches starker 
und die Gerinnungszeit verlangert. 

Eine Plasmaverdunnung und der damit verbundene zusatzliche Verfahrensschritt bedeutet bei Routine- 
untersuchungen eine erhebliche Belastung. Neben dem hoheren Arbeitsauf wand und der zusatzlichen Han- 

25 tierung mit potentiell infektiosem Plasma ist jede Verdunnung eine prinzipielle Fehlerquelle. AuBerdem mGssen 
Verdunnungen oft entsprechend dem Fibrinogengehalt durchgefuhrt werden, was das Arbeiten mit Analysen- 
automaten erschwert. 

Ublicherweise wird zur Plasmaverdunnung Veronal puffer verwendet, da dieser Puffer die Bildung von 
me&baren Fibringerinnseln erleichtert, was besonders bei Plasmen mitgeringem Fibrinogengehalt die Bestim- 

30 mung verbessert. Veronal ist aber gleichzeitig auch ein Betaubungsmittel mit Suchtgif tcharakter, weshalb der 
Umgang mit dieser Substanz moglichst vermieden werden sollte. 

Weitere Versuche, den Storfaktor Antithrombin III bzw. Heparin auszuschalten, beinhalten die Neutralisa- 
tion bzw. das Entfernen des Heparins. In der Clinical Chemistry 29, 614-617 (1 983) ist ein Verfahren beschrie- 
ben, nach dem Heparin in einer Plasmaprobe durch Zusatz von Polybren neutralisiert wird. Plasma wird in ei- 

35 nem Puffer von pH 7,4 verdunnt und nach Zugabe von Thrombin in ein Photometer transferiert Da nach wird 
die Reaktionsgeschwindigkeit nephelometrisch bestimmt. 

Durch den Einsatz von Schlangengiftenzymen mit einer thrombinartigen Wirksamkeit (Batroxobin) anstel- 
le von Thrombin kann Fibrinogen in Plasma unabhangig von den genannten Storfaktoren erfa&t werden. Diese 
Schlangengiftenzyme werden namlich nicht durch AT III bzw. Heparin inhibiert. 

40 Die Verwendung von Proteinen, welche nicht als naturltche Gerinnungsenzyme gelten, wie z.B. Schlan- 

gengiftenzyme, in Verfahren zur Bestimmung von humanen Proteinen ist problembehaf tet. Die Reaktionen zwi- 
schen einem nicht-Saugetier-Enzym und einem humanen Protein sind oft unspezifisch. Entsprechend dem 
Prinzip der biochemischen Analytik, nur Gleiches mit Gleichem zu vergleichen und zu untersuchen, wird danach 
getrachtet, zur Bestimmung von humanen Proteinen ebenfalls nur Enzyme von Saugetieren und v.a. humane 

45 Enzyme als Reaktionspartner zu verwenden. 

Thrombin kann durch Aktivierung von Prothrombin hergestel It werden. Als Vorstufen entstehen wahrend 
der Aktivierung Meizothrombin (MT) und Meizothrombin (desF1). Die zweikettigen Thrombinzwischenstufen 
weisen aber im Gegensatz zu Prothrombin eine Proteaseaktivitat auf, die der des Thrombins ahnlich ist 
("thrombin like activity"). Sie sind daher in der Lage, Substrate, die von Thrombin umgesetzt werden konnen, 

so ebenfalls zu spalten. Eine "thrombin like activity" ist also eine Proteaseaktivitat, die Thrombinsubstrate zu s pal- 
ten ver mag, deren Reaktionskinetik und Reaktions parameter, wie pH- oder lonenstarkeoptima, Inhibitoren, Ef- 
fektoren, allosterische Wechselwirkungen, usw. aber nicht unbedingt denen von Thrombin gleichen mussen. 

Die Aktivitat der bovinen Enzyme Meizothrombin, Meizothrombin (desF1) und Thrombin werden im J. of 
Biol. Chemistry 265, 10693-10701 (1990) bei einem pH von 7,4 verglichen. Meizothrombin zeigt nur 2 % der 

55 "fibrinogen clotting activity" von Thrombin. Diese geringe Aktivitat kann jedoch auch auf einen 1 0 bis 1 5 %igen 
Gehalt an MT(desF1) in der MT-Zusammensetzung zur uckgefuhrt werden. Fur MT(desF1) wurde die Aktivitat 
von 14 % der von Thrombin gefunden. 

Der Test zur enzymatischen Umwandlung von Fibrinogen in Fibrin wird ublicherweise bei einem pH-Wert 
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im Bereich von 7,4 bis 8,0 durchgefuhrt. Dieser pH-Bereich wird bei enzymatischen Reaktionen von Thrombin 
im ailgemeinen verwendet, entspricht dieser doch dem physiologischen pH-Bereich. Der optimale pH- Wert fur 
Thrombi naktivitat liegt nahe bei pH 8. 
5 Die Erf indung steilt sich die Aufgabe, ein Verfahren zur Bestimmung von Fibrinogen mittels eines Gerin- 

nungstests zur Verfugung zu stellen, welches die geschilderten Nachteile der bekannten Verfahren vermeidet 
und insbesondere auch bei unverdunnten Plasmaproben unabhangig vom AT III- bzw. Heparingehalt durch- 
gefuhrt werd en kann. 

Diese Aufgabe wird erf indungsgemaB geldst durch ein Verfahren zur Bestimmung von Fibrinogen weitge- 

10 hand unabhangig von Thrombi ninhibitoren durch enzymatische Umwandlung mit Thrombin, Prothrombinfrag- 
menten mit einer "thrombin like activity" Oder Mischungen daraus und anschlieBender Detektion des entstan- 
denen Fibrins bzw. der Fibrinogenspaltprodukte, welches dadurch gekennzeichnet ist, daB die enzymatische 
Umwandlung des Fibrinogens bei einem pH im Bereich von 4 bis 7,3 durchgefuhrt wird und die Detektion des 
entstandenen Fibrins durch Bestimmung der Gerinnungszeit bzw. der Fibrinogenspaltprodukte erfolgt. An- 

15 schlie&end wird entstandenes Fibringerinnsel detektiert Die Detektion kann tiber die Bestimmung der Gerin- 
nungszeit photometrisch oderturbidimetrisch erfolgen. Zu den Prothrombinfragmenten mit einer "thrombin like 
activity" zahlen insbesondere MT, MT(desF1) Oder Mischungen daraus. Die Konzentrationen bzw. die Mh 
schungsverhaltnisse der eingesetzten Enyzme sind so zu wahlen, daB eine lineare Beziehung tiber einen mog- 
lichst weiten Bereich des Fibrinogengehaltes in einer Probe gewahrleistet ist. 

20 Auch gentechnisch hergestellte Proteine, welche aufgrund ihrer Struktur eine Aktivitat ahnlich der von 

Thrombin zeigen und im Vergleich zu Thrombin eine geringere Affinitat zu Antithrombin III aufweisen, sind fur 
das erf indungsgemaBe Verfahren geeignet. 

Die Durchfuhrung des Bestimmungsverfahrens im angegebenen pH-Bereich macht dieses von den ge- 
nannten Storfaktoren AT III und Heparin so weit unabhangig, dad die Fibrinogenbestimmung in einfacherWeise 

25 aus einer unverdunnten und gegebenenfalls auch heparinhaltigen Plasmaprobe vorgenommen werden kann. 
Der zusatzliche Verfahrensschritt der Verdunnung von Plasma kann bei dem erf indungsgemaBen Verfahren 
ausgeiassen werden, wodurch das Testergebnis durch Ausschalten einer eventuellen Fehlerquelle verbessert 
wird. 

Die Erf indung beruht auf der Erkenntnis, daB einerseits die Inhibition von Thrombin durch AT lll/Heparin 
30 bei einem pH von 4 bis 7,3 vernachlassigt werden kann, wobei trotz suboptimaler Bedingungen die Thrombin- 
aktivitat zur enzymatischen Umwandlung von Fibrinogen ausreichend ist. Eine etwas verringerte Aktivitat von 
Thrombin hat sogar den Vorteil, dad die Gerinnungszeiten nicht zu kurz und leichter erfaBbar sind. 

Bei dem Einsatz von Thrombin, Prothrombinfragmenten mit einer "thrombin like activity" oder Mischungen 
daraus hat sich uberraschenderweise herausgestellt, daB die thrombinartige Aktivitat in dem genannten pH- 
35 Bereich, vorzugsweise bei einem pH von 5 bis 7 Oder am meisten bevorzugt bei einem pH von etwa 6, optimal 
zur Bestimmung von Fibrinogen unabhangig von Thrombin in hi bitoren ist. 

Die enzymatische Umwandlung des Fibrinogens wird vorzugsweise in einem Puffer mit einer Molaritat an 
Puffersalzen im Bereich von 0,02 bis 0,5 M, am meisten bevorzugt mit 0,1 bis 0,25 M, Puffer durchgefuhrt. 
Die lonenstarke kann gegebenenfalls durch Zusatz von Salzen, wie Natriumchlorid, erhoht werden. Es hat sich 
40 herausgestellt, daB Thrombin vor allem bei geringen lonenstSrken gegenuber der AT Ill-Inhibition unempf ind- 
lich ist Fur die Durchfuhrung des erf indungsgemaBen Verfahrens ist aber auch ein Milieu mit einer im Vergleich 
zur Plasmaprobe gleichen oder hdheren Puffer kapazitat praktikabel, um einen bestimmten pH wahrend des 
Bestimmungsverfahrens einzuhalten. 

Vorteilhaft erfolgt die Fibrinogenbestimmung aus einer unverdunnten und gegebenenfalls auch heparin- 
45 haltigen Plasmaprobe, in welcher Heparin also in nicht neutral isierter Form vorliegt 

Die Erf indung betriff t auch ein Reagens zur Bestimmung des Fibrinogengehaltes weitgehend unabhangig 
von Thrombin in hi bitoren einer gegebenenfalls unverdunnten und gegebenenfalls auch heparinhaltigen Plas- 
maprobe, enthaltend Thrombin, Prothrombinfragmente mit einer "thrombin like activity" oder Mischungen dar- 
aus zur enzymatischen Umwandlung von Fibrinogen in einem Puffer mit einem pH im Bereich von 4 bis 7,3 
50 und anschlieBende Detektion des entstandenen Fibrins durch Bestimmung der Gerinnungszeit bzw. der Fibri- 
nogenspaltprodukte. Das Reagens dient zur einfachen Bestimmung von Fibrinogen, ohne die umstandliche 
Verdunnung von Plasmaproben oder Neutralisierung bzw. Beseitigung von Heparin aus den Plasmaproben in 
Kauf nehmen zu mussen. 

Die Erf indung wird durch die nachfolgenden Beispiele noch naher erlautert. 
55 Bestimmung von Fibrinogen bei pH 6 und pH 8: 

Zum Vergleich wurden Meizothrombin und Thrombin bei pH 6 und pH 8 eingesetzt und die Gerinnungs- 
zeiten in Abhangigkeit vom Fibrinogengehalt in Plasmaproben bestimmt. Meizothrombin wurde durch Aktivie- 
rung von humanem Prothrombin mit immobilisiertem Ecarin (Fa. Pentapharm) nach der Vorschrif t von Stacker 
und Muller (Thromb. Haemostasis 65 (6), Abstract 855 (1991)) hergestellt. Plasma- haltige Proben mit unter- 
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schiedtichem Fibrinogengehalt wurden fur die Testungen herangezogen. 

50 mJ Plasmaprobe wurden mit 100 uJ Puffer (0,2 M Tris HCI-Puffer, pH 8 oder 0,2 M Phosphat-Puffer, pH 
6) und 150 ul Meizothrombin (15 NIH-analog E/ml) oder Thrombin (10 NIH E/ml, Thrombin Reagent, Fa. 
5 Immuno) versetzt, und die Gerinnungszeit bei 37°C mit einem Schnitger-Gross-Koagulometer (Fa. Amelung) 
bestimmt. Das Bestimmungsverfahren wurde sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von Heparin (1 
E/ml) durchgefuhrt. 

Aus den Tabelien tst ersichtlich, daB der Verlauf der Bezugskurven fur Fibrinogen bei pH 6 u nab hang ig 
vom Heparingehalt in der Probe ist Durch einen Gehaltan Heparin in der Probe werden jedoch die Gerinnungs- 
10 zeiten bei pH 8 verlangert; u.zw. sowohl fur Meizothrombin als auch fur Thrombin als Gerinnungsenzym. 
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Meizothrombin 




pH8 


pH6 


Fibrinogengehalt (mg/ml) 


o.Hep. 


m.Hep. 


o.Hep. 


m.Hep. 


310 


8,0 




10,6 


30,4 


30,1 


238 


11,1 




15,1 


50,7 


49,1 


94 


26,0 




35,5 


166,4 


157,5 


62,5 


35,6 




>250 


>250 


>250 
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Thrombin 




pH8 


pH6 


Fibrinogengehalt (mg/ml) 


o.Hep. 


m.Hep. 


o.Hep. 


m.Hep. 


373 


11.6 


>200 


18,6 


17,3 


310 


16.1 


>200 


24,1 


24,1 


238 


25,6 


>200 


28,4 


30,1 


100 


50,0 


>200 


85,9 


89,8 



Patontanspruche 

40 

1. Verfahren zur Bestimmung von Fibrinogen weitgehend unabhangig von Thrombininhibitoren durch enzy- 
matische Umwandlung mit Thrombin, Prothrombinfragmenten mit einer "thrombin like activity" oder Mi- 
schungen daraus und anschlieBender Detektion des entstandenen Fibrins bzw. der Fibrinogenspaltpro- 
dukte, dadurch gekennzeichnet, dad die enzymatische Umwandlung des Fibrinogens bei einem pH im Be- 

45 reich von 4 bis 7,3 durchgefuhrt wird und die Detektion des entstandenen Fibrins durch Bestimmung der 

Gerinnungszeit bzw. der Fibrinogens pal tprodukte erfolgt 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dad die enzymatische Umwandlung des Fibrino- 
gens in einem Puffer mit einer Molaritat an Puffersalzen im Bereich von 0,02 bis 0,5 M, vorzugsweise 0,1 

w bis 0,25 M, sowie nach Erhohung der lonenstarke durch Zusatz von Salzen, wie NaCI, durchgefuhrt wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daR die Fibrinogenbestimmung aus einer 
unverdunnten und gegebenenfalls auch heparin halttgen Plasmaprobe erfolgt. 

4. Reagens zur Bestimmung des Fibrinogengehaltes weitgehend unabhangig von Thrombininhibitoren einer 
55 gegebenenfalls unverdunnten und gegebenenfalls auch heparinhaltigen Plasmaprobe, enthaltend Throm- 
bin, Prothrombinfragmente mit einer "thrombin like activity" oder Mischungen daraus zur enzymatischen 
Umwandlung von Fibrinogen und anschliefcenden Detektion des entstandenen Fibrins uber die Gerin- 
nungszeit bzw. der Fibrinogenspaltprodukte in einem Puffer mit einem pH im Bereich von 4 bis 7,3. 
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